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POSSIBILITY OF FLOW CYTOMETRY IN THE MODERN SCIENCE OF PLANTS

Целью исследований является анализ практических данных, полученных при помощи проточной 
цитометрии, и возможности приложения данного метода для исследования растений. Проведен анализ 
основных методов проточной цитометрии для изучения растительных геномов. Установлено, что зна
чительное количество исследований возможно проводить на базе нескольких основных практических 
методов пробоподготовки и анализа. Выявлена возможность исследований геномов с целью изучения 
содержания ДНК, размера генома, как приложение к популяционным исследованиям, исследованиям 
эволюции геномов, гибридизации, полиплоидий. Немало важным приложением является применение 
данного метода в области селекции и биотехнологии растений с целью изучения явления сомаклональ- 
ной изменчивости и гибридизации in vitro. Приведены основные примеры данных проточной цитоме
трии, визуализирующих миксоплоидию, гибридизацию, исследование размера генома и селекционных 
процессов.

В современном мире наука о растениях постоянно дополняется новыми методами исследования в 
области систематики, флористики, эволюции, селекции и биотехнологии растений. Новые методы с каж
дым годом дополняют диапазон признаков для построения наиболее естественной системы растительного 
разнообразия. К таким относятся анатомо-морфологические методы, кариологические, молекулярно-гене- 
тические и, менее распространенные в России методы проточной цитометрии растений. Процесс изменения 
размера генома в таксонах и эволюционных сил, действующих на этом этапе, является одним из основных 
факторов в осуществлении макроэволюционных изменений, например, в происхождении семенных и цвет
ковых растений (Jiao et al., 2011). На микроэволюционном уровне играют важную роль полиплоидия, алло
полиплоидия и апомиксис. Данные процессы сложно диагностируемы классическими методами, но могут 
быть детектированы методом проточной цитометрии растений. Детекция изменений в размере генома рас
тений, произрастающих на разных территориях, одних и тех же, или близких видов позволяет судить о ходе 
эволюционных процессов, их типе или прогнозировать последующие шаги эволюции (Salameh, 2014). Со
вместно с исследованием кариотипа или просто хромосомного числа можно детектировать сложные гибри- 
догенные процессы с одновременным присутствием алло- и полиплоидий (Wolf et al., 2014).

Материалы и методика
Для исследования возможно использовать образцы культур клеток и тканей растений, регенератов, 

интактные мезофильные ткани и семена. Содержанием ДНК исследуемых растений определяли с использо
ванием метода проточной цитометрии с окраской изолированных ядер пропидий иодидом (PI) и 4’,6-диами- 
дино-2-фенилиндол (DAPI). Молодые листья измельчали при помощи лезвия в 500 мкл охлажденного буфера 
Otto I и инкубировали 10 мин. при комнатной температуре (Otto, 1990). Образцы фильтровали через нейлоно
вую мембрану с размером пор 50 мкм и смешивали с раствором для окрашивания состоящим из 1 мл Otto П 
буфера с PI (50 цг/мл) или DAPI (4 цг/мл), РНаза (50 |дг/мл) и ß-меркаптоэтанол (1 цл/мл) (Dolezel et al., 1998). 
Для образцов, обладающих более прочной клеточной стенкой использовали 500 мкл буфера Tris-MgC12 (0.4 
М Tris-основание, 4 шМ MgC12x6H20,0,5 % Triton Х-100) и 1 мл Tris-MgC12 буфера без Triton Х-100, с добав
лением PI (DAPI), РНаза и ß-меркаптоэтанол (Phosser et al., 1995). Для изоляции ядер из семян использовали 
Seed буфер с теми же флюоресцентными красителями и вспомогательными компонентами (Matzk et al., 2001). 
Исследование каждого образца проводили в два этапа. На первом этапе подбирали параметры детекции флу
оресценции и выявляли положения пика стандарта на графике, отмечали канал флуоресценции стандарта. На 
втором этапе раствор стандарта добавляли к исследуемому образцу, и проводили уже полноценное исследова
ние. Для дальнейшей интерпретации данных использовали пики с не менее чем 1000 детектируемых частиц.

Введение
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В исследованиях по определению содержания ДНК качестве внешнего стандарта использовали изо
лированные ядра Beilisperennis L. с известным содержанием ДНК 2С = 3,45 пг (Kubesova et al., 2010).

Данные флюоресценции изолированных ядер детектировали при помощи проточного цитометра 
Partee CyFlow РА (Partee, GmbH) с лазерным источником излучения с длиной волны 532 нм. Сигналы запи
сывались в логарифмическом представлении данных флюоресцении (логарифмическая шкала). Измерения 
производили не менее трех раз с периодичностью одно измерение в сутки для каждого образца. Для даль
нейших расчетов использовали данные непревышающие среднее значение содержания ДНК образца более 
чем на 3 % (Kubesova et al., 2010).

При расчете содержания ДНК для трансформации данных из логарифмического в линейное пред
ставление использовали формулу: f  = 10 Х/64 (Marie, Brown, 1993). Содержанием ДНК рассчитывали, ис
ходя из формулы 2С = f*M, где: f  -  индекс (разница между средними значениями пика образца и стандарта 
в линейной шкале); X -  разница между средними значениями пиков (каналов) стандарта и образца в лога
рифмической шкале; 64 -  частное между количеством каналов шкалы прибора на количество декад на пол
ной логарифмической шкале (256/4 для Partee CyFlow РА); М -  среднее значение пика образца. Полученные 
результаты обрабатывали при помощи ПО Statistica 8.0 (StatSoft Inc.) и штатного ПО проточного цитометра 
CyView (Partee, GmbH).

Результаты и обсуждение
Одним из самых распространенных случаев использования метода проточной цитометрии для ис

следования процессов растений является изучение гибридогенных процессов проявляющихся в виде поли
плоидий и анеуплоидий. Например, при детекции анеуплоидий, выявление анеуплоидий затруднено и свя
зано с необходимостью прямого подсчета хромосом. Пик соответствующий 2п = 32 без подсчета числа хро
мосом может быть интерпретирован как 2n + 1,2п + 2 или более (рис. 1А). На практике возможно выявление 
гибридов, но зачастую только при классической гибридизации, когда родителями являются ди- и тетрапло- 
ид, с появлением гибрида триплоида, или же ди- и гексаплоиды с появлением гибрида тетраплоида. Иссле
дование полиплоидных групп наименее проблематичный вариант применения метода. Например, 2п = 16 
основное спорофитное число используется в качестве стандарта, исследуемые образцы располагаются либо 
наравне либо далее первого пика, составляя полиплоидный ряд (рис. 1В). Выявление миксо- и эндополи
плоидий анеуплоидий зачастую сложно или практически невозможно классическим подсчетом хромосом. 
Миксоплоидия одно из сложно детектируемых классическими методами явлений. Присутствие трех или че
тырех пиков на графике является первым признаком миксоплоидной формы. Первый и второй пики соот
ветствуют фазе митоза G0/Gj и однозначно отличаются по размеру генома и хромосомному составу. Первый 
и второй пики G2 -  пики-спутники, характеризуют группу клеток в состоянии митоза G2 с удвоенным коли
чеством ДНК (рис. 1C). Миксоплоидия -  очень распространенное явление и, применяя методы проточной 
цитометрии становится возможным за короткое время проанализировать большое количество материала, т. 
к. за 1 минуту цитометр анализирует до 5-6 тысяч клеточных ядер (Кунах, 1995).

Рис. 1. Данные проточной цитометрии. Логарифмическая шкала. Условные обозначения: А -  детекция анеуплои- 
дии; В -  полиплоидные группы; С — миксоплоидия

205



«Проблемы ботаники Южной Сибири и Монголии» -  Х1П Международная научно-практическая конференция

Рис. 2. Примеры цитофлюорограмм при исследовании различных явлений. Логарифмическая шкала. Условные 
обозначения: А -  классический пример гибридизации (Р1 (диплоид) и Р2 (гексаплоид) родители, F -  гибрид); В -  рас
чет содержания ДНК и размера генома S -  стандарт (Beilis 2С=3,45 пг), G2-  пик соответсвующий G2 стадии митоза, 
G2 -  основной пик (S: М=205,67; CV=1,5; G0:M=226,5; CV=1,1); С -  пример детекции сомаклональной изменчивости в 
культуре клеток и тканей in vitro (Е -  эксплант, R -  регенерант)

Исследование популяций групп растений с распространенной изменчивостью или ярко выраженны
ми гибридогенными процессами позволяет выделить популяции со значительными отличиями в геноме и 
может стать отправной точкой для популяционных исследований. Зачастую становятся проблематичными 
исследования на основе метода прямого подсчета хромосом связанных со сложностью в получении монос
лоя клеток или же небольшим размером хромосом. Многие группы растений внутри рода имеют линейную 
зависимость между размером генома и хромосомным числом, т. к. размеры хромосом приблизительно рав
ны. В связи с этим становится возможным, используя в качестве внутриродового стандарта вид с известным 
количеством хромосом определить хромосомные числа и у других представителей рода (Скапцов, Белкин,
2013). Похожее применение в селекции растений при получении полиплоидов или гибридов, когда в каче
стве стандарта используются родительские формы (рис. 2А). Используя данный метод, возможно значи
тельно уменьшить длительность кариологических исследований, т. к. зачастую для выявления изменений 
генома в ходе селекции, в том числе с применением биотехнологических методов, необходимо длительно 
выращивать предполагаемые сорта до появления возможности исследования хромосом. Выявив геномные 
различия на ранних стадиях, возможно отделить теоретически сформированные сорта и отсеять неперспек
тивные образцы.

Интересным приложением является возможность исследования клеток семян для выявления апо- 
миксиса, аллополиплоидий и прочих сложных микроэволюционных процессов (Matzk et al., 2000). Слож
ные в приготовлении кариологические препараты позволяют успешно исследовать только несколько клеток 
на образец, тогда как за один эксперимент, возможно проанализировать не менее 1000 ядер, т. е. весь спектр 
кариотипов составляющих ткани семени.

Очень интересное применение данный метод находит для анализа возможности сохранения редких 
видов растений при помощи биотехнологических методов. Такое явление как сомаклональная изменчивость 
растений ставит под сомнение применимость данные методы ко многим видам. Но, зачастую, многие груп
пы растений имеют стабильный геном и изменяются в культуре in vitro не так явно, но множество растений 
страдают от этого явления в большей степени (рис. 2С).

Одним из самых распространенных и важных способов применения проточной цитометрии является 
измерение размера генома и содержания ДНК. Полученные данные постоянно пополняют многие между
народные базы данных, таких как база данных размера генома растений Королевского ботанического сада 
Кью (Bennett, Leitch, 2012). Используя внутренние и внешние стандарты, возможно, получить признак, по 
ценности равный хромосомному числу, морфологическим или анатомическим признакам (рис. 2В). Так как 
зачастую при одинаковом хромосомном составе размер генома может значительно отличаться у разных так
сонов внутри рода.
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Заключение
Благодаря современным подходам в изучении растений, а в особенности в комбинировании данных 

подходов, становится возможным гораздо шире воспринимать систематические, флористические, популяци
онные и эволюционные процессы растительных организмов. Проточная цитометрия, основываясь на несколь
ких способах пробоподготовки и интерпретации данных, позволяет изучать широкий спектр процессов, про
исходящих повсеместно в растительном сообществе, и фактически является подспорьем микроскопии. Дан
ный метод не является новым, но, будучи пластичным, постоянно открывает новые способы применения для 
изучения процессов, происходящих в растениях, таких как гибридизация, полиплоидия и партеногенетическая 
изменчивость. Пластичность метода позволяет интерпретировать данные, исходя из поставленных задач, не
значительно изменив условия эксперимента, тем самым, снизив возможность ошибки.
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SUMMARY

The purpose of research is to analyze the practical data obtained by flow cytometry and possible applications 
of this method for the study of plants. Analyzed of the main ways to use the method of flow cytometry for 
the study of plant genomes. It is found that a considerable amount of research is possible to carry out on the 
basis of a few basic practices for sample preparation and analysis. Revealed the possibility of genome research 
to study the DNA content, genome size, as an application to population studies, studies of the evolution of 
genomes, hybridization, polyploidy. Not a few important application is the use in the field of plant breeding 
and plant biotechnology in order to study the phenomenon of somaclonal variation and hybridization in vitro.
The main examples of data flow cytometry imaging mixoploidy hybridization, the study of genome size and 
selection processes.
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